REPU8LIQUC FRAN 



PRIORITY 
DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COMPLIANCE WITH RULE 17.1(a) OR (b. 



.17 25 



I INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRICTE 
INDUSTRIELLE 




BREVET D'INVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION 



COPIE OFFICIELLE 



Le Directeur general de I'lnstitut national de la propriete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
certiflee conforme d'une demande de titre de propriete 
industrielle deposee a I'lnstitut 

Fa«^Pa.s,,e ,l°.J"'iM» 



Pour le Directeur genera) de I'lnstitut 
national de la propriete industrielle 
Le Chef du D6partement des brevets 




Martine PLANCHE 




INDUSTRIELLE T«6copie : 01 42 93 59 30 



DB 267/250298 



ETABLISSEMCNT PUBLIC NATIONAL CREE PAR LA LOI H" 51-444 OU 19 AVRIL 19S1 



w 



msTii 

NATtO 



I 



mSTITUT 
NATtONAt Dl 
LA PROraiSTK 
INDUBTIIIVVLB 



26 bis, rue de Saint Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Telephone : 01 53 04 53 04 Telecopie : 01 42 93 59 30 

Reserve k I'INPI 



BREVET D'INVENTION, CERTIFICAT D'UTILITE 

Code de la propri^td intellectuetle-Livre VI 55 4328 

REQU£TE EN D^LIVRANCE 

Confirmation tfun dApflt par telfeopfe | | 

Cet Mnprim^ est A rempiir a rencre noire eii tettres capitals! 



DATE DE REMISE DES PIECES 
N° O'ENREGISTREMENT NATIONAL 
OEPARTEMENT DE DEPCT 
DATE DE DEPOT 



22 JUIN 199 
9907963 

75 INPI PARIS 

Z 2 JUIN 1999 



NOM ADRESSE DU DEMANOEUR OU DU MANDATAiRE 
A QUI LA CORRESPONDANCE DOIT £rRE ADRESSte 

CABINET lAVDIX 

2 Place d'Estierme d'Orves 

75441 WRLS CES3EX 09 



biKlale 



R 99073 

■ 

n^du pouvoir permanent references du correspondant 

BPT 99/0315 



date 



2 DEMANDE Nature du titre de propri^td industrfene 
P brevet d'inwention □ dcmande divisionnaire 

r~| certificat d'utHitd LH transformation d'une demande 

de brevet europeen □ brwet d'inventton □ certtficattfutiatS n" 

itatHissement du rapport de recherche [D differe 8! immediat 

Ledemandeur. personne physique, requiertlepaiementechelonnede la redevance □ °^ □ 

Titre de I'lnvefition (200 caracteres maximum) 

^ Nbuvelles souches bacteriennes, notamment de Xanthomonas, en particulier Xanthomanas 



3 DEMANDEUR(S) n-siREN i . . . . 

Norn et prenoms (souligner le nom patronymique) ou denomination 

RHODIA CHIMIE 



code APE-NAF 



Forme juridique 



NattonaRtt(s) Pransaise 

Adresse (s) compldte (s) 

2S, Quai Paul Ooaier 92408 COURBSTOII CBDSZ 



Pays 



FR 



En cas cTinsiifBsaRce 



ds place, poursuim sur papier Bbre Q] , 



4 INVENTEUR (S) Lbs inventeurs sont les demandeurs 



Q] oui non Si la rftponse est nan. fMimir une designation separte 



5 REDUCTION DUTAUX DES REDEVANCeS 



Q] requise pour la lere Ibis Q requise anttrieurement au d6p6t : joindre copie de la decision d'admisslon 




6 DteLARAHON DE PRIORiTe OU REQUITE DU B^N^FICE DE U DATE DE D£pOT DUNE DEMANDE ATTTtRIEURE 



num^ro 



! naliiredelat 



7 DIVISIONS aniirfeuresi la pr6sente demande n« 



8 Signature DUDEMANDEUROUDU MANDATAIRE 

(nom et qUilStMUiSigBS^) 



H. HOHCHSn a* 92.1179 



IN^I 



BREVET D'INVENTION, CERTIFICAT D'UTIUTE 



■ INSmUT 
NATIONAL OK 



IMDUSTBIKLLt 



DtelGNATlON DE L'll 

(si le demandeur n'est pas I'inventeur ou I'unique inventeur) 



DEPARTEMEIiT DES BREVETS 

26bis, me de Saint-P^tersbourg 
75800 Paris C^exOS 

Tel. : 01 53 04 53 04 - Telecopie : 01 42 93 59 30 



N' O'ENREGISTREMENT NATIONAL 



99 07963 



TrrREDEL'iNVENTiON: Nouvelles souches bact^r lenn.es, notanunent d 

Xanthomonasr/ en parti culler Xanthomonas campestrls. 



L£(S}S0USSIGN£(S) 

RHODIA CHIHIE 

25, Qua! Paul Doumer 92408 COURBEVOIE CEDEX FRANCE 



D^S1GNE(N7) EN TAhTT QU'INV£NTEUR(S) (indiquer nom, prinoms, adresse et souligner le nom patronymique) : 

FIERRARD Jerdme 

3, rue Hector Berlioz 
69009 LYON FRANCE 

SIHON Jean-lAic 

4, route de Limoges 
79500 MELLE FRANCE 

CHEVALLEREAU Paule 
Rue Eloi Rlcard 
79500 NELLE FRANCE 



NOTA : A titre exceptionnel, le nom de Tinventeur peut gtre sulvi de celui de la soci6t6 d laquelle il appartient (soci^tg d'appartenance) 

lorsque celle-ci est diff^rente de la soci^t6 d^posante ou titulaire. 



et signature (s) du (des) demandeur (s) ou du mandataire 
26 octobre 1999 

Pari r le 



CABINET LAVOIX 

MONCHBNY n<> 92.1179 




DOCUMENT COMPORTANT OES MODIFICATIONS 



PAGE(S) OE LA DESCRIPTION OU DES REVENDICATlONS 
OU PLANCHE(S) OE 0E5SIN 




DATE 
OEU 
CORRESPONOANCE 


TAMPON OATEUR 
DU 

CORRECTEUR 


\ Modifiee(s) 


Supprimee(s) 

-\ 


Ajoutee(s) 












lo. of. on 


































































































1 



f 0'*''**°" des r^vendications d'origjne. sauf si celuW dicoule des dispositions de I'article R.612-36 
Uu code <te ia Piopriete lntellectuelle. «t signal* <)ar la mention .R.M.. {r«vendications modi«es). 



1 



L'invention a pour objet de nouvelles souches bact^riennes, 
notamment de Xanthomonas, en particulier Xanthomonas campestris ayant 
perdu fe caractdre phytopathogdne mais ayant sensiblement conserve la 
capacity de production d*exopolysaccharide, notamment de gomme xanthane. 
5 Xanthomonas campestris pv, campestris est une bact6rie Gram- 

negative phytopathogene des Crucifdres utilis^e pour la production industrielle 
de gomme xanthane (Martin, 1994. Res. Microbiol. 145 :9 93-97). 

L'importance 6conomique de cet exopolysaccharide a susclt6 de 
nombreuses etudes sur les genes impliqu^s dans cette synthase (Martin, 

10 1994, pr§cite). 

De nombreux determinants de la pathog^nicite ont §te decrits 
(Dow et Daniels, 1994, In Bacterial pathogenesis of plants and animals, JL 
DangI, ed. Springer Verlag, Heidelberg). Parmi eux, se trouvent des enzymes 
extracellulaires a activity hydrolytique sur les tissus vdgdtaux. Lorsque le 

15 systdme de secretion responsable de Texport de ces enzymes est inactive, les 
souches de X. campestris ont un ph^notype non phytopathogene associe e 
des symptdmes des plantes tr^s reduits (Dow et Daniels, 1994, precite). Parmi 
les determinants de la pathogSnicite decrits se trouve t'exopolysaccharide, qui 
semble avoir un r5le dans la phase prScoce de la maladie (Dow et Daniels, 

20 1994, pr6cit6 ; Katzen et al., 1998, J. Bacteriol. 180 : 1607-1617), De mSme. 
un gene hrpXc, d^crit chez X. campestris pv. campestris (Kamoun et aL, 1992, 
Mol. Plant Microbe interact. 5 : 22-33), est implique dans la suppression des 
reponses de defense de la plante hote compatible, puisque sa mutation 
entraTne une reaction necrotique caracteristique (r^ponse d'hypersensibilite, 

25 HR). Les genes d'avirulence d6crits chez les differents pathovars de X. 
campestris sont aussi impliqu§s dans la pathogenicit§ de la bacteria puisqu'ils 
sont reconnus par la plante possedant le gene de resistance correspondent et 
conduisent e une reaction HR (Dow et Daniels, 1994, precite ; Yang et aL. 
1995, MoL Plant Microbe Interact. 8: 627-631). Parmi les autres genes 

30 impliques dans la pathogenicite des Xanthomonas (Dow et Daniels, 1994, 
precite), ont ete decrits deux genes chez X. campestris pv campestris dont 
des mutations conduisent a une pathogenicite reduite sans modifications des 
niveaux d'accumulation d'enzymes extracellulaires et d'exopolysaccharides 
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(Osbourn et al.. 1990, Mol. Plant Microbe Interact. 3: 280-285). D'autres 
d^temiinants de la pathogenicity sont constitues par diff6rents jeux 
independants de g^nes reguiateurs de la synthese des enzymes 
extracellulaires et de rexopolysaccharide parmi lesqueis on trouve : les g^nes 

5 ipfA d H, dent des mutations conduisent ^ une reduction de la production 
d'exopolysaccharide ; rpfN, un represseur de la synthase de ces enzymes et 
de rexopolysaccharide; dp, dont des mutations conduisent d une 
pathogenicity r^duite et k une molndre production d'exopolysaccharides (Dow 
et Daniels, 1994, pr^cite). Enfin. d'autres determinants de la pathogenicity 

10 sont constitue par les genes hrp. 

Les gene hij3 (reaction d'hypersensibillte et pathogenicite) sont 
essentiels pour la pathogenicite sur plante compatible et pour la reaction 
d'hypersensibilite sur les h6tes resistants (Alfano et Collmer, 1997, J. Bacteriol. 
179 : 5655-5662 ). lis ont ete clones et caracterises e des degres divers chez 

15 plusieurs bacteries phytopathogenes des genres Erwinia, Pseudomonas, 
Ralstonia et Xanthomonas oQ ils sont relativement conserves (Zurek et 
BukowskI, 1998, Acta Microblologica Polonica, 47 : 227-241 ; Alfano et 
Collmer, precite), en particuller chez X. campestris pv. vesicatoria (Huguet et 
al., 1998, Molec. Microbiol 29: 1379-1390 ; Fenselau et al., 1992, Molecular 

20 Plant-Microbe Interactions, 5: 390-396; Bonas, 1994, precite). Les plus 
conserves d'entre eux ont d'ailleurs ete renommes genes hrc (Bogdanove et 
al., 1996, Mol. Microbiol.. 20 : 681-683). PamnI les fbnctlons des genes hrp 
decrites e ce jour se trouvent la regulation de leur expression, la production de 
proteines eiicitrices de la reponse de I'hete, la constitution d'un systeme de 

25 secretion sp6cifique (dit de type III) et la synthese de glucanes periplasmlques 
(Zurek et Bukowski. 1998. Acta Microblologica Polonica, 47: 227-241; 
Mudgett et Staskawicz. 1998, Current Opinion In Microbiology 1 : 109-114 ; 
Lindgren, 1997, Annu Rev. Phytopathol. 35 :1 29-152 ; Alfano et Collmer, 1997. 
precite : Bonas, 1 994, precite). Un ensemble de genes hrp a ete clone chez X. 

30 campestris pv. campestris (Arlat et al., 1991, Mol. Plant Microbe Interact 4 : 
593-601 ) mais non sequence. 11 est aussi rapporte que les souches porteuses 
de mutations dans ces genes realisees e I'aide d'un transposon auraient une 
production normale d'exopolysaccharide d'apres I'aspect des colonies sur 



bolte. Aucune quantification plus precise de la productivity de xanthane de ces 
souches n'a toutefois ^t^ publiSe. 

En outre, les mutations r^alis^es chez ces souches ne possddent 
pas un caractSre de stability suffisant pour une utilisation industrielle pour la 
production de gomme xanthane. En effet, le transposon utilise contient le g6ne 
codant pour la transposase (Simon et a/., 1989, Gene 80: 161-169) ce qui 
n'exclue pas un dv^nement d'excision du transposon d une frequence pouvant 
Stre estim6e entre lO"® et lO"' par g§n§ration (Berg et al., 1989, In Berg and 
Howe ed., Mobile DNA. American Society for Microbiology, Washington, D.C. 
pp 879-926 ; Craig, In Escherichia coli and Salmonella. Neidhardt ed., ASM 
Press. Washington, D.C. pp 2339-2362). De plus, le transposon utilise 
contient un gene de resistance aux antibiotiques n^omycine et kanamycine. 
Enfin, le transposon ins^r^ dans le genome de ces souches constitue un 
element d'ADN non homologue puisque celui-ci n'est pas un ^l^ment natural 
du genome de la souche utilis^e. 

Bien qu'il n'existe pas de rdglementation spScifique d I'heure 
actuelle en Europe imposde par le caract^re phytopathogSne de Xanthomonas 
campestris pv. campestris, ii est hautement souhaitable. pour des ralsons Ii6es 
d I'environnement. d'utiliser des souches de Xanthomonas campestris non 
phytopathog^nes, afin de diminuer le risque §ventuel de contamination de 
cultures d'int§r§t agronomique S proximity du site. La selection d'une telle 
souche par les techniques classiques de mutagen6se al6atoire de production 
est un processus long et fastidieux puisqu'ii dolt faire intervenir un criblage d 
haute capacity permettant d'isoler une souche non phytopathogSne mais ayant 
conserve ses caract^ristiques de productivity, c'est-d-dire sans mutations 
secondalres. 

Par ailleurs, rutilisation d'une souche g^netiquement modifiye 
produisant une gomme xanthane modifiee (telle que decrite dans US 
5.514,791) ou ayant une productivity amyiior^e est soumise k une 
r§glementatlon stricte (Theiljeux 1998, Dictionnaire permanent Bio6thique et 
Biotechnologies, ed Legislatives, pp 1595-1648). Celle-ci impose notamment 
pour une construction r§alis6e dans une souche pr6sentant un danger pour les 
plantes, d'adopter des mesures de confinement sevSres sur le site de 
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production. Les jnvestissements n6cessaires auraient alors des consequences 
Sconomiques negatives. 

II existe par consequent un besoin de disposer d'une souche 
industrielle de X. campestris stablement d§pourvue de caract§re 

5 phytopathog§ne mais ayant retenu ses propri6t6s de productivity de gomme 
xanthane, De plus, pour des ralsons r6glementalres et afin de simplifier le 
traitement des d^chets issus de la separation de la gomme xanthane de la 
biomasse, il est utile que la souche ne contienne pas de gdne heterologue 
codant pour une resistance d un antibiotlque. Enfin, au regard des legislations 

10 frangaise et europeenne, il est preferable que la souche obtenue ait et6 
construite par autoclonage, ce qui signifie qu'elle ne contienne pas d'eiements 
d'ADN etranger d son patrimoine g6netique naturel. 

Les travaux des inventeurs ont permis la construction d'une 
souche de X. campestris possedant les proprietes requises. 

15 De maniere surprenante, II a et6 montre grSce d I'invention 

qu*une bacterie devenue non phytopathogdne de maniere stable, par deletion 
d'un fragment de taille importante affectant plusieurs kilobases de genes 
impliques dans la virulence, etait n6anmoins capable de produire de la gomme 
xanthane. 

20 De maniere plus surprenante encore, la souche modifies de 

I'invention produit de la gomme xanthane en une quantite et une qualite en 
tous points comparables a celle produite par la souche sauvage a partir de 
laquelle la construction a ete realisee. 

L'invention a pour objet une souche bacterienne ayant perdu le 
25 caractere phytopathogene par inactivation d'au moins un gdne de virulence et 
ayant conserve la capacite de production d*exopoiysaccharide. 

La souche bacterienne selon rinventlon est avantageusement 
rendue stablement non phytopathogene par deletion d'au moins un gene, 
avantageusement au moins deux genes, de preference au moins trois genes 
30 du groupe de genes hrp ou hrc, et de preference 5^9 genes du groupe de 
genes hrp ou hrc. 

Par "stablement depourvue de caractere phytopathogene", dn 
entend que ce caractere est conserve apres un nombre de cycles cellulaires 
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d'au moins 20 generations, avantageusement d'au moins 30 generations, de 
preference d'au nnoins 40 generations. 

Parmi les bacteries ayant perdu leur caractere phytopathogene et 
avantageusement utilisables pour une production industrielle 
5 d*exopoiysaccharide, on peut citer en particulier les genres suivants : Erwinia, 
Pseudomonas, Ralstonia et Xanthomonas. 

L'invention a notamment pour objet une souche Xanthomonas 
essentiellennent depourvue de caractere phytopathogene de mani6re stable et 
10 ayant consers/e sensiblement la capacite de production d'exopolysaccharide. 

Par "essentieliement non phytopathogdne^ on entend I'absence 
de lesions et/ou fietrissures envahissantes sur des feuilles de plantes hdtes 
cruciferes, notamment le chou (Brassica oleracera), apres au moins 15 jours 
suivant I'inoculation de la feuille par blessure de la nervure centrale. 
15 Avantageusement, la souche Xanthomonas est de I'espece 

campestris, en particulier pv campestris. 

L'inactivation du(des)dtt(s) gene(s) est obtenue de preference par 
une deletion d'au moins 1 kb, de preference au moins 3 kb, avantageusement 
au moins 5 kb dans le groupe de genes hrp ou hrc, de preference 9 kb et 
20 pouvant aller jusqu'e 40 kb dans le groupe de genes hrp ou hrc. 

Dans un mode de realisation prefer6, la souche de Xanthomonas, 
notamment campestris essentieliement non phytopathogene selon Tinvention 
est obtenue par deletion des genes hrpA1 a hrpC2 d'une souche sauvage 
phytopathogene de Xanthomonas campestris pv campestris. 
25 La gomme xanthane produit par les souches de Xanthomonas de 

rinvention est une gomme xanthane sensiblement identique a celle produite 
par respece sauvage, e savoir qu'elle presente sensiblement la mSme 
distribution de poids moieculaire, ainsi que le m§me degre de modifications, 
notamment des degres d'acetylation et de pyruvylation. 

30 

L'invention a egalement pour objet un precede de preparation 
d'une souche telle que definie ci-dessus, caracterise en ce qu'elle est obtenUe 




par recombinaison homologue avec un plasmide comprenant une deletion de 
tout ou partie des g§nes hip ou hrc. 

L'invention a en outre pour objet un proced§ de preparation 
5 d'exopolysaccharide bact^rien, notamment de gomme xanthane, caract§ris§ 
en ce que Ton cultive une souche bact^rienne, le cas 6ch6ant, du genre 
Xanthomonas, de preference de i'espdce Xanthomonas campestris telle que 
dSfinie ci-dessus, dans des conditions permettant la production 
d'exopolysaccharide dans le milieu de fennentation. 

10 

Las exemples qui suivent illustrent la construction de souches de 
Xanthomonas campestris repondant aux caracteristiques de l'invention. 

15 Dans ces exemples, la construction a §te r^alisee a partir d'une 

souche de Xanthomonas campestris pv campestris obtenue par criblage de 
gomme xanthane. 

II va de soi que d'autres souches de Xanthomonas et egalement 
de bactdries productrices d'exopolysaccharide appartenant d un genre different 

20 accessibles d Thomme du metier peuvent dtre utilis^es comme matiSre 
premiere de depart pour r§aliser des souches non phytopathog^nes, 
conformSment aux connaissances generates du domaine technique en 
question et aux indications donnees ci-aprds, notamment en se r^f^rant aux 
parties de sequences rapportees dans le cas ou la souche appartient ^ 

25 I'espdce Xanthomonas campestris. 

Pour leur comprehension, on se reportera aux figures annexdes 
sur lesquelles : 

- la figure 1 schematise la stratdgie de construction de derives de 
30 la souche de X. campestris RPA-BIOCAT826 porteurs d'une deletion de genes 
hrp. 

L'organisation des genes hrp chez X. campestris pv vesicatoria 
est decrite par Fenselau et Bonas (1995, Mol. Plant Microbe Interact. 8 (6), 
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845-854 ) et par Fenselau et a/., (1992, Mol. Plant Microbe Interact. 5, 390- 
396) et est disponible en partie dans Genebank sous le num^ro d'accds U 
33548. Les regions homologues donees S partir de la souche RPA- 
BIOCAT826 sont representees ainsi que le nom des plasmldes dans lesquels 

s elles ont et§ donees. La carte de restriction de la region hrp de X. campestris 
pv campestris est publide par Arlat et at., 1991. Mol. Plant Microbe Interact 
4:593-601, et est compiet§e par les r^sultats pr^sent^s dans les exemples 1 k 
4. La deletion AhrpA1-C2 portee par le plasmide pRPA-BCAT140 decrit dans 
les exemples a ete introduite dans le genome par double recombinaison 

10 homologue ; 

- la figure 2 represente les signaux d'hybridation obtenus en 
Southern Blot avec la sonde HRPB5 decrite ci-dessous et les ADN g6nomique 
de la souche RPA-BIOCAT826 et de deux derives de cette souche ayant 
integre la deletion AhrpA1-C2. La position des bandes du marqueur de taille a 

IS ete rapportee par comparaison avec la distance de migration sur le gel colore 
au bromure d'ethidium avant transfert Ces tallies sont exprimees en kilobases. 

- la figure 3 represente les signaux d'hybridation obtenus en 
Southem Blot avec la sonde HRPC2 decrite ci-dessous et les ADN 
genomiques de la souche RPA-BIOCAT826 et de 5 derives de cette souche 

20 ayant integre la deletion /lhrpA1-C2. La position des bandes du marqueur de 
taille a ete rapportee par comparaison avec la distance de migration sur le gel 
colore au bromure d'ethidium avant transfert. Ces tallies sont exprimees en 
kilobases. 

2S Materials et m6thodes 

Sauf autres precisions, les techniques mises en oeuvre sont des 
techniques classiques de biologie moieculaire et de microbiologie, connues de 
I'homme de I'art telles que decrites par exemple par Ausubel et af., 1987 
(Cun^nt Protocols in Molecular Biology, John Willey and Sons, New York ; 

30 Maniatis et a/., 1982, Molecular Cloning : a laboratory manual. Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Sring Harbor, New York), Coligan et al., 1997 
(Current Protocols in Protein Science, John Wiley & Sons, Inc).. 



• 
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1 . Souche de depart 

La souche RPA-BIOCAT826 est issue de la collection de Rhodia 
Chlmie (Usine de Melie, RTAM) et a 6te selectlonnde pour son aspect 
morphologique blanc au lieu de I'habituel aspect jaune. Les souches RPA- 
BIOCAT1016, 1017. 1019 et 1021 ont §t6 dSpos^es d la CBS sous les 
num6ros respectifs CBS 101940, CBS 10941, CBS 101942, CBS 101943 et 
CBS 101944. 



2. Milieu de culture MSX 



Le milieu MSX employ§ pour la culture des Xanthomonas 
contient : 0.2 g/l d'extrait de levure; 1,2 g/l de NH4NO3; 7.3 g/l de K2HPO4 ; 0,25 
g/l de MgS04, 7H2O; 1 g/l de glucose et 15 g/l de Bacto-Agar pour le milieu 
g6los6 ; 10 g/l de glucose pour le milieu liquide. Le sulfate de magnesium et 
le glucose sont sterilises d part et ajout^s extemporan^ment. Le pH du milieu 
est §quilibr6 d pH 7,2 avant sterilisation avec de I'acide sulfurlque dilu§ d 10 %. 

Les preparation d'ADN gSnomique ont ete rSalisees ^ partir de 
jeunes cultures liquides en MSX (OD660 inferieure a 0,4). Aprds centrlfLigatlon 
de 40 ml de culture, le culot cellulaire est repris dans 11 ,9 ml de tampon TE 
(Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley and Sons, New York) et 
630 Ml de SDS 10 % (Sodium Dodecyl Sulfate) puis 63 pi de Proteinase K d 20 
mg/ml sont ajoutes. Apres incubation de 1 h 6 37''C, 2,1 ml de NaCI 5M sont 
ajoutes, suivis par 1,7 ml de 10% CTAB dans une solution de NaCI 0,7M et le 
tout est incube 10 min k 65''C. Apres une premiere extraction avec un volume 
equivalent d'un melange chlorofonme/alcool isoamylique (24:1) sulvie d'une 
deuxieme extraction par un volume equivalent d'un melange 
phenol/chloroforme/alcool isoamylique (25:24:1), le sumageant est ajoute d 
0,6 volume d'isopropanol. Apres centrifligatton (5 min d 10 000 tours/min), le 
culot obtenu est lave dans de methanol e 70% puis seche avant d'etre repris 
dans au moins 2 ml de TE auxquels est ajoute 25 pi d'une solution de RNAse 
e 5 mg/ml. Apres une incubation de 1 h e 37''C. une extraction au 
phenol/chloroforme/alcool isoamylique est realisee et I'ADN du sumageant est 
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precipit6 par ajout de 0,1 volume d'Acetate de sodium 3 M et de 2.5 volume 
d'^thanol. Le culot obtenu aprds centrifiigation de 5 minutes ^ 14 000 
tours/min est lavd d I'dthanol 70%. s6ch6. puis resuspendu dans au moins 0,5 
mIdeTE. 

5 

EXEMPLE 1 : 

Clonage de la region hrpC2 de RPA-BIOCAT826 

10 La region visee a 6t6 ampllfi6 par PCR d partir de I'ADN 

g^nomlque de la souche RPA-BIOCAT826 en utilisant les amorces XcC2.3 
(SEQ ID N"!) et XcC2.4 (SEQ ID N''2). L'ADN genomlque de la souche RPA- 
BIOCAT826 a 6t6 extralt et utilise dans une reaction de PCR contenant 100 ng 
d'ADN g6nomique. 40 pmole de cheque amorce, 0.2 mM dNTP. 1.25 U de 

IS polymerase Pwo (Boehrlnger Mannheim) dans un volume final de 50 pi du 
tampon de cette enzyme. Aprds une incubation de 5 min d 95°C, le mdlange a 
d'abord subi 30 cycles comprenant une incubation de 1 min § 94''C, puis 1 min 
d une temperature allant de 63'C d 48°C (par pas de 0.5''C par cycle) et 1 min 
72''C, puis 16 cycles comprenant une incubation de 1 min a 94°C, suivie de 1 

20 min ^ 48°C et d'une minute d 72°C, et enfin 10 min d 72°C. Le produit 
d'amplification de taille voisine de 1,2 kb a et6 purifi6 par migration sur gel 
d'agarose puis ^ I'aide du kit Qiaex (Quiagen). II a ensuite et§ clon§ dans le 
vecteur pZERO-1 (Invitrogen BV) ouvert par EcoRV. Apr^s transfomnation de 
la souche E. co// JM1 10. un clone hSbergeant un plasmlde ayant int^grd le 

25 fragment de 1.2 kb a ete retenu. Ce plasmide a 6t6 appelS pRPA-BCAT91 et 
I'insert qu'il contenait a etd sequence (Genome Express. Grenoble. France). 
La sequence obtenue (SEQ ID N*'3) a ete align^e avec la sequence du gdne 
hrpC2 de X. campestris pv vesicatoria (Fenseiau et al.. 1992. Molecular Plant- 
Microbe Interactions. 5 : 390-396). Une Identity de 87% a ete trouvSe sur les 

30 1188 bp representant 61% du gdne /7/pC2. La sequence en acides amines 
deduite de la sequence nucieotidique montre un pourcentage d'identite de 
92% par rapport d la portion equivalente de la sequence de la proteine HrpC2 
de X. campestris pv vesicatoria. 
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EXEMPLE 2 : 

Clonage de la region HrpA de RPA-BIOCAT826 

Cette region a ^t^ cion^e en cribiant une banque partielle 
g^nomique de la souche RPA-BIOCAT826 d I'aide d'une sonde nucidotidique 
conrespondant d la region Squlvalente de la souche X. campestris pv 
vesicatoria. Cette region est disponlble dans un plasmlde ddnommS pL3o qui 
contlent un insert de 6,6 kb EcxsRV englobant les gdnes hrpB8 et hrpAl de X. 
campestris pv vesicatoria (Fenselau et al., 1992, Molecular Plant-Microbe 
Interactions. 5 : 390-396). 

La sonde HRPA1 a ^t^ pr§par§e par PCR en utilisant les 
amorces XcvA15 (SEQ ID N°4) et XcvAIS (SEQ ID N'S) ^ raison de 40 pmoie 
chacune. la matrice plasmidique pL3o (40 ng), 0,2 mM dNTP, 1.25 U de 
polymerase Pwo (Boehringer Mannheim) dans un volume final de 50 pi du 
tampon de cette enzyme. Aprds une incubation de 5 min k 95''C. le melange a 
subi 30 cycles comprenant une sequence de 30 secondes d 94*'C. 1 min d 
55°C et 1,5 min S 72''C. Apres une demidre incubation de 10 min k 72'C, le 
produit d'amplification de 664 bp a §td purifid sur gel d'agarose puis par le kit 
Quiaex (Quiagen). 

Environ lOpg d'ADN gSnomique de la souche RPA-BIOCAT826 
ont dt6 dig^r^ par 100 unites d'EcoRI pendant 16h d ST'C. La technique 
classique de Southern Blot a ensuite dtS employee afin de determiner la taille 
du fragment EcoRI hybridant avec la sonde HRPA1 d6crite ci-dessus. Apres 
migration sur gel d'agarose de la digestion EcoRI ci-dessus, transfert sur une 
membrane Hybond N+ (Amersharn) par hybridation 55*'C pendant 19h dans 
une solution aqueuse d'hybridation (0,5 % SDS ; 6% SSC ; 0,25% de lait 
ecr^md en poudre) avec la sonde HRPA1 marquee au phosphore 32 gr§ce au 
kit Ready-To-Go (Pharmacia Biotech) selon les indications du fabiiquant et 
lavage d 55°C par une solution de 0,2 SSC et 0,1% SDS, la membrane a 6te 
ftiise en autoradiographie pendant 19 h d SO'C. Le d^veloppement du film a 
r^v^ld un signal d'hybridation de taille voisine de 7,3 kb. 
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Une banque partielle gSnomique de la souche RPA-BIOCAT826 
a done §te r^alis^e en dig^rant 100 pg d'ADN g^nomique de cette souche par 
1000 unites de Tenzyme EcoRI pendant 20 h d 37*^0. Apr§s migration sur gel 
d'agarose. la zone correspondante aux fragments de taille comprise entre 7 et 
5 8 kb a et& d^coupSe et TADN extrait du gel par 6lectro§lution dans un boudin 
de dialyse (membranes Spectra/Por de Spectrum Medical Industries, Inc). 
Apr§s precipitation ^ I'^thanol, TADN a ete ligature dans un volume final de 10 
pl au vecteur pBiueScript II SK (Stratagene) pr^alablement ouvert par I'enzyme 
EcoRI puis dephosphoryie avec la phosphatase alcaline de crevette (United 

10 States Biochemicals). Apres incubation du melange de ligation 14h d IG^'C, un 
dixieme du melange a et§ utilise pour transformer par ^lectroporation des 
cellules 6'E. coli DHSalpha. Environ 3000 transformants ont et6 analyses par 
hybridation de colonies transferees sur membrane de nylon en utilisant la 
sonde HRPA1. Douze colonies donnant un signal d'hybridation positif ont 

IS purifiees sur milieu g§lose LB contenant 100 pg/ml d'ampicilline. Les 
plasmides de douze colonies purifi^es ont et6 extraits et des digestions EcoRI 
des ces plasmides ont et6 analys^es par Southern blot avec la sonde HRPA1 
pour confirmer la presence d'un fragment d'environ 7,3 kb hybridant avec cette 
sonde. Apres une analyse de restriction avec diverses enzymes, un fragment 

20 de 2,7 kb Sacll et un fragment de 1,6 kb Sacll ont et6 sous-clon6s dans le 
vecteur pBlueScript II SK ouvert par Sacll pour donner respectivement les 
vecteurs pRPA-BCAT135 et pRPA-BCAT134. Le s^quengage partiel de ces 
deux vecteurs a ete realise (Genome Express, Grenoble) et a reveie la 
presence d'une phase ouverte de lecture de 1818 bp (SEQ ID N^'G) dont la 

25 sequence peptidique deduite presente 85% d'identite avec la proteine HrpAl 
de X. campestris pv vesicatoria (Fenselau et aL, 1992, Molecular Plant- 
Microbe Interactions. 5 : 390-396). 

30 EXEMPLE 3 : 

Construction de souches derive s d RPA-BIOCAT826 
contenant une del 'tion AhrpA1-C2 
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La delation /^rpA1-C2 a 6te construite in vitro en clonant dans le 
plasmide pJQ200SK (Quandt et Hynes, 1993, Gene 127 : 15-21) un fragment 
de pRPA-BCAT134 et un fragment de pRPA-BCAT91 (cf figure 1). Le 
plasmide pRPA-BCAT91 a 6te ouvert par Ncol puis trait6 S la polymerase I 
(fragment de Klenow) pendant 15 min d 30''C en presence de 25|jM de dNTP. 
Apr§s extraction au ph^nol/chlorofomne/alcool isoamylique puis precipitation k 
retiianol, rechantillon a ete repris dans 40 pi d'eau pour etre traits par 20 
unites de Xbal d S/'C puis et 20 unites d'Apol e 50°C. Le fragment d'environ 
1,2 l<b a alors ete separe sur gel et recupere avec le l<it Quiex II (Quiagen). Le 
fragment d'environ 1.3 Vto Rsal-Sacll de pBCAT134 a ete purifie de fa^on 
identique. Ces deux fragments ont ete ligatures au vecteur pBlueScript II SK 
ouvert par les enzymes Sad I et Xbal pour donner le plasmide pRPA- 
BCAT139. Un fragment Sacl-Xbal d'environ 2,5 kb porteur de la deletion A 
hrpA1-C2 a alors pu etre extrait de ce plasmide pour etre clone dans le 
plasmide pJQ200KS ouvert par les enzymes SacI et Xbal. Le plasmide 
resultant a ete nomme pRPA-BCAT140. C'est un plasmide non replicatif chez 
X. campestris, porteur du marqueur de resistance d la gentamycine permettant 
de seiectionner les clones de X. campestris ayant integre le plasmide par 
recombinaison homologue et porteur du marqueur de selection positive sacB 
qui permet de seiectionner les clones ayant eiimine le marqueur de resistance 
d la gentamycine suite ^ un deuxieme evenement de recombinaison 
homologue. 

Le plasmide pRPA-BCAT140 a et6 introduit dans la souche RPA- 
BIOCAT826 par conjugaison. Pour ce faire, ont 6t6 melanges sur milieu 
geiose MSX 40 Ml d une culture en phase exponentielle de la souche 
DHSalpha h6bergeant pRPA-BCAT140, 40 \j\ d'une culture en phase 
exponentielle de la souche HB101 hebergeant le plasmide pRK2013 (Ditta et 
al., 1980, Proc. Natl. Acad. Scl. USA 77 : 7347-7351) et 40 pi d'une culture de 
la souche RPA-BIOCAT826 en phase exponentielle dans un milieu MSX. 
Apres incubation pendant 24h e 30°C, les clones de X. campestris ayant 
integi^ le plasmide pRPA-BCAT140 ont ete purifies deux fois de suite sur un 
milieu geiose MSX contenant 15 pg/ml de gentamycine. Huit clones ont 
ensuite ete etaies sur une surface d'environ 1 cm^ sur un milieu geiose MSX 
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contenant 5% de sucrose. Apres une incubation de 72h d 30''C, des colonies 
ont 6t6 Isoldes par deux purifications successives sur milieu g4los6 MSX. 
Environ 300 colonies ont ensuite §t6 repiqu^es sur milieu geios6 MSX 
contenant 15 pg/ml de gentamycine afin d'identifier les clones sensibles d la 
gentamycine (de 90 ^ 100 % des clones en fonction des essais). Une 
quarantaine de ces clones ont ensuite 6t6 analyses par Southem Blot en 
utilisant une digestion EcoRI-BamHI de leur ADN g^nomique et la sonde 
HRPA1. Environ 25 % des clones pr6sentaient un signal diff6rent de celui de 
la souche sauvage RPA-BIOCAT826 et coherent avec rint6gration de la 
deletion AhrpA1-C2, Cinq clones ont §t§ retenus pour la suite des 
experiences : souches RPA-BIOCAT 1016, 1017. 1019. 1021. 1022. - 

EXEMPLE 4 : 

Caract^risation par Southern Blot des souches derivdes de 
RPA-BIOCAT826 contenant une deletion jdhrpA1'C2 

Les souches RPA-BIOCAT 1016. 1017, 1019. 1021 et 1022 ont 
6t6 caract§ris6es en analysant les profils d'hybridation de digestions d'ADN 
g6nomjque EcoRI, BamHI et EcoRI-BamHI avec les sondes HRP3'A1. HRPB5 
et HRPC2. 

La sonde HRP3*A1 a ete obtenue en purifiant le fragment de 1,6 
kb Sacli du plasmide pRPA-BCAT134 par migration sur gel et utilisation du kit 
Quiaex. 

La sonde HRPC2 a 6t6 obtenue en purifiant le fragment de 1.2 
kb EcoRI-Xbal du plasmide pRPA-BCAT91 par migration sur gel et utilisation 
du kit Quiaex. 

La sonde HRPB5 a 6t6 obtenue en purifiant le fragment de 1 .5 kb 
BamHI du plasmide pRPA-BCAT129 par migration sur gel et utilisation du kit 
Quiaex. Le s^quengage de cet insert a rSv^l^ notamment une phase ouverte 
de lecture (SEQ ID n"*?) dont la sequence peptidique ddduite pres nte 77% 
d'identlt§ avec la prot6ine HrpB5 de X. campestris pv vesicatoria (Fenselau et 
al., 1995, MoL Plant-Microbe Interactions, 8: 845-854). Le plasmide pRPA- 
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BCAT129 a 6te obtenu en clonant les fragments BamHI d'ADN genomique de 
la souche RPA-BIOCAT826 de taille comprise entre 1,3 et 1,9 kb dans le 
vecteur pBlueScriptllSK et en criblant les colonies avec une sonde HRPB de 
maniere analogue d celle dScrite dans i'exemple 2. La sonde HRPB a 6te 
obtenue par PCR en utilisant les amorces RST2 et RST3 (Leite et aL, 1994, 
Appl. Environ. Microbiol. 60: 1068-1077) et la matrice plasmidique pBlOg (U. 
Bonas, communication personnelle). Le plasmide pBlOg correspond au 
plasmide pBIuescriptKS dans lequei est clon6 le fragment de 7,3 kb BamHI 
contenant la region hrpB et le gene hrpAl de Xanthomonas campestris pv 
vesicatoria (Fenselau et al., 1995, MoL Plant-Microbe Interactions, 8: 845- 
854). La reaction de PCR a 6te realls6e avec 40 pmole de cheque amorce, 50 
ng de pBlOg, 0,2 mM dNTP, 1,25 U de polymerase Pwo (Boehringer 
Mannheim) dans un volume final de 50 pi du tampon de cette enzyme. Apr§s 
une incubation de 5 min d 95''C, le melange a d'abord subi 24 cycles 
comprenant une incubation de 30 secondes d 95*^0, puis 40 secondes d une 
temperature allant de 70^*0 a SS'^C (par pas de O.S^'C par cycle) et 1 min a 
72^C, puis 6 cycles comprenant une incubation de 30 secondes d 95''C, suivie 
de 40 secondes d 63''C et d'une minute d 72''C, et enfin 5 min & 72''C. Le 
fragment d'environ 840 bp a ensuite Std purifie sur gel d'agarose et d I'aide du 
kit Quiaex (Quiagen). 

L'analyse en Southern Blot a 6te realis^e en marquant les 
sondes k I'aide du kit « Megaprime DNA labelling system » (Amersham) selon 
les instructions foumies. Apr§s niigration sur gel d'agarose, les digestions 
d'ADN gdnomiques ont §t6 transferees sur membranes Hybond N+ 
(Amersham) selon les indications foumies, puis incubSes dans la solution 
d'hybridation compos6e d'un tampon phosphate 0,5M et de SDS 7% (115 ml 
de Na2HP04 1M, 84,6 ml de NaH2p04 M. 200 ml H20, 28 g SDS). Les 
sondes marquees sont incubees 5 min d 100 ''C, puis 5 min d temperature 
ambiante avant d'etre dilutes dans 12 ml de solution d'hybridation et incubees 

5 min d lOO^'C. Ce melange est alors mis au contact des membranes pendant 

6 a 20 h d 65''C. Celles-ci sont ensuite lav^es 10 d 15 minutes dans un 
tampon phosphate 0,1 M contenant 1% de SDS (42,3 ml Na2HP04 1M, 57.7 ml 
NaH2P04 1M, 900 mi H20, 10 g SDS) puis mis en exposition. 
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Les r^sultats obtenus avec la sonde HRPB5 (figure 2) montrent, 
pour la souche RPA-BIOCAT826, un signal d'hybridation d environ 4,8 kb avec 
ia digestion EcoRI at un signal d 1,6 kb avec la digestion BamHI et la digestion 
EcoRt-BamHI. Ces r^sultats sont en accord avec la cartographie de Ariat et al. 
(Molecular Plant-Microbe Interactions, 1991, 4 : 593-601) et la localisation du 
gdne hrpBS dScrit ci<iessus. Aucune des souches RPA-BIOCAT dtudides ne 
montre de signal d'hybridation avec HRPBS, ce qui est coherent avec 
{'integration de la d6l§tion AhrpA 1-C2 dans le g6nome de ces souches RPA- 
BIOCAT 1016, 1017, 1019, 1021 et 1022 (La figure 2 ne montre que le r6sultat 
d'hybridation obtenu avec les souches RPA-BIOCAT). 

Les resultats obtenus avec la sonde HRPC2 (figure 3) montrent, 
pour la souche RPA-BIOCAT826, un signal d'hybridation d environ 5,5 kb avec 
les digestions EcoRi et un signal ^ environ 2,6 kb avec la digestion EcoRI- 
BamHI. Ces rdsultats sont en accord avec la cartographie de Arlat et aL 
(Molecular Plant-Microbe Interactions, 1991, 4: 593-601), Torganlsation des 
gdnes hrp chez X. campestris pv vesicatoria (Fenselau ef a/., 1992, Molecular 
Plant-Microbe Interactions, 5 : 390-396) et la localisation du g^ne hrpBS ddcrit 
ci-dessus. Les resultats obtenus avec les souches RPA-BIOCAT 1016, 1017, 
1019, 1021 montrent un signal entre 7 et 8 kb avec les digestions BamHI et un 
signal d 4,4 kb avec les digestions EcoRI-BamHI. Compte tenu de la 
cartographie presentee dans la figure 1, ces resultats sont coh§rents avec 
rint6gration de la d6l6tion A)rpA1'C2 dans le genome des souches RPA- 
BIOCAT 1016. 1017, 1019. 1021 et 1022. 

Enfin, les resultats obtenus avec la sonde HRP3'A1 montrent, 
pour la souche RPA-B!OCAT826, un signal d'hybridation S 7,3 kb environ pour 
la digestion EcoRI-BamHI. Avec les souches RPA-BIOCAT 1016, 1017, 1019, 
1021, ce signal d'hybridation est k 4,4 kb, ce qui est coherent avec Tintdgration 
de la d§l6tion ^qiA1'C2 dans le genome des ces souches. 
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EXEMPLE 5 : 

Virulence des ' souches ddrivdes de RPA-BIOCAT826 
contenant une d6l6tion HrpAl -C2 

Les tests de viailence ont effectu6s sur des plants de choux 
{Brassica oleracefa var. captiva cultivar Siria) dont les semences ont 6td 
obtenues aupr^s de Clause Semences (av. Lucien Clause, 91221 BrStigny- 
sur-Orge, France). Les plantes ont §t6 cultiv^es en cellule climatique selon les 
paramdtres suivants : 14 heures d ZS'C, 55% d'humidit6, intensity lumineuse 
saturante (4000 W/m) ; 10 heures 25°C, 60% d'humidit6. Elles ont §t6 
Infect6es au stade 2 feuilles soit environ 13 jours apr6s semis. Pour chaque 
souche testae. 8 plants ont 6t6 utilises en pergant la premiere feuille dans la 
nen^ure centrale de la partie terminale d I'aide d'un cure-dent infects. La 
contamination du cure-dent a §t6 r^alisde en immergeant sa polnte dans une 
culture de la souche 6tudi^ de 2 jours en milieu MSX (environ 10° 
bact6ries/ml). Les contrdles n^gatifs dtaient constitu^s par un melange de 
souches de X. campestris pv vesicatoria (souche B229RI = RPA-BIOCAT381 
et souche B230Rir = RPA-BIOCAT382 ). phytopathog^nes de r§f6rence sur 
plments Isoldes chez Clause Semences. Les contrdles positifs dtaient 
constituSs par un melange de souches de X. campestris pv campestris 
(souche 2963 = RPA-BIOCAT379 et souche 63C2AM = RPA-BIOCAT380), 
phytopathog6nes de reference sur choux Isoldes chez Clause Semences. Les 
symptfimes (lesions jaunes en forme de V) ont 6t6 lus et mesur^s 12 et 14 
jours apr§s infection. Pour chaque plante, une note a 6t§ donn6e selon la 
correspondance suivante : 0. aucun symptdme ; 1, depigmentation localisSe ^ 
proximit6 du point d'infection ; 2, necrose inf6rieure ^ 0,5 cm^ ; 3, necrose de 
0,5 d 1.5 cm^ ; 4. necrose sup6rieure ^ 1,5 cm^ ; 5, necrose g6n6ralis6e de la 
feuille. La somme des notes des 8 plantes infect6es avec la m§me souche est 
la note de pathogenicity de cette souche (Tableau 1). 
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Tableau 1 : Phytopatog^nicit^ des souches de Xan^omonas 



SOUCHES 


J + 12 


J + 14 


BIOCAT 381/382 


0 


0 


BIOCAT 379/380 


32 


39 


BIOCAT826 


28 


34 


BIOCAT 1016 


4 


4 


BIOCAT 1017 


5 


6 


BIOCAT 1019 


2 


3 


BIOCAT 1021 


1 


1 


BIOCAT 1022 


4 


5 



Alors que la souche RPA-BIOCAT826 provoque le fidtrissement 
progressif de la feuiile, les souches constmites provoquent au maximum un 
fl^trissement n^crotique localise, ce qui traduit une absence de patliog6niclt6. 

EXEMPLE 6 : 

Production de xanthane par les souches derivees de RPA- 
BIOCAT826 contenant une deletion HrpA1-C2 

La productivite de xanthane des souches a 6t§ 6valu§e en 
mesurant la matidre seche prScipitable d I'lsopropanol contenu dans 40 ml de 
culture.. Aprds 24 heures de pr^culture en MSX, 100 ml de milieu MSX en 
fioles erlenmeyers de 500 ml ont 6t6 inocuI§s avec approximativement le 
m§me nombre de bact^ries (0,4 mi de pr^culture de OD660 = 0,25). Aprds 6 
jours d'incubation ^ SO^'C sous agitation (200 tours/min), 40 grammes de 
cultures ont 6t§ prdlev^s et m^iang^s § 150 ml d'isopropanoL AprSs filtration, 
les fibres rdcup6r§es ont 6t§ levies deux fois par 70 ml d'isopropanol avant 
d'dtre s^chSes puis pesSes en sortie d'dtuve. L'op§ration rSalisSe sur trois 
cultures ind^pendantes de la souche RPA-BIOCAT826 a montrd une variability 
de la productivity de Tordre de 10 %. Les resultats obtenus avec la souche 
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RPA-BIOCAT826 et ses d6rivees AhrpA1-C2 sont regroup6s dans le tableau 
2. 

Tableau 2 ; Productivity de xanthane de RPA-BiOCAT826 et de 
5 ses dMv6s ^rpA1-C2. 



SOUCHE 


POIDS SEC Xt (g) 


PRODUCTIVITE (g/g) 


BIOCAT826 


0,323 


8,1 xlQ-^ 


BIOCAT1016 


0,362 


9,0 X 10-^ 


BIOCAT1017 


0,366 


9.1 X 10-^ 


BIOCAT 1019 


0.371 


9,3x10-^ 


BIOCAT1021 


0,334 


8.4 X 10^ 


BIOCAT 1022 


0,329 


8.2x10"^ 



Les productivltes sont exprim§es en grammes de 
10 matidre sdche extractlble d I'isopropanol par grammes de culture. 
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REVENDICATIQNS 



1 . Souche bactdrienne ayant perdu le caractSre phytopathogene 
par inactivation d*au moins un g^ne de virulence et ayant conserve la capacity 
de production d'exopolysaccliaride. 

2. Souche bact§rienne selon ia revendication 1, caract^risee en 
ce qu'elle a ete rendue stablement non phytopathogene par inactivation d'au 
moins un gdne, avantageusement au moins deux genes, de pr^f^rence au 
moins trois g6nes du groupe de gdnes hip ou hrc. 

3. Souche bact^rienne selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caract6risee en ce qu'elle a et6 rendue stablement non 
phytopathogene par inactivation de 5 a 9 gdnes du groupe de genes hrp ou 
hrc. 

4. Souche Xanthomonas ayant perdu le caract§re 
phytopathogene par inactivation d'au moins un g§ne de virulence et ayant 
conserve la capacite de production d*exopolysaccharide. 

5. Souche Xanthomonas selon la revendication 4, caracterisSe en 
ce qu'elle est de TespSce Xanthomonas campestris, 

6. Souche Xanthomonas selon la revendication 5, caracteris6e en 
ce qu'il s'agit de Xanthomonas campestris pv campestris. 

7. Souche Xanthomonas selon Tune queiconque des 
revendications prScedentes, caract6ris§e en ce que Tihactivation du ou 
desdit(s) gene(s) est obtenue par deletion d*une region d*ADN d'au moins 1 kb, 
de preference au moins 3 kb, avantageusement au moins 5 kb dans le groupe 
de genes hrp ou hrc, et en ce qu'elle conserve la capacite de produire de 
I'exopolysaccharid . 



20 



8. Souche Xanthomonas selon Tunie quelconque des 
revendications pr^cedentes, caract6ris6e en ce qu'elle comprend une delation 
d'une region d'ADN d'au plus 40 kb. 

9. Souche Xanthomonas selon la revendieation 8, caracterisee en 
ce qu'elle est obtenue par d§l6tion de tout ou partie des g§nes hrp A1 d hrpC2. 

10. Souche Xanthomonas essentiellement non phytopathog^ne, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une deletion d*une region d'ADN d'au 
moins 1 kb, de preference au moins 3 kb, avantageusement au moins 5 kb 
dans le groupe de genes hrp ou hrc, et en ce qu'elle consen/e la capaclte de 
produire de I'exopolysaccharide. 

11. Souche Xanthomonas essentiellement non phytopathogene, 
caracterisee en ce qu'elle est obtenue par deletion de tout ou partie des genes 
hrpA1-C2. 

12. Souches Xanthomonas campestris essentiellement non 
phytopathogenes choisies parmi les souches BIOCAT 1016, BIOCAT 1017, 
BIOCAT 1019, BIOCAT 1021 et BIOCAT 1022, depos6es e la CBS 
respectivement sous les numeros CBS 10194Q, CBS 10941, CBS 101942, 
CBS 101943 et CBS 101944. 

13. Souche Xanthomonas selon I'une des revendications 4^13, 
caracterisee en ce que Texopolysaccharide est une gomme xanthane. 

14. Plasmide pRPA-BCAT 140 utilise pour la fabrication de la 
souche selon les revendications 9 a 13. 

15. Precede de preparation d'une souche selon Tune quelconque 
des revendications 7 e 13, caracterise en ce qu'elle est obtenue par 
recombinaison homologue avec un plasmide comprenant une deletion de tout 
ou partie des genes hrp ou hrc. 
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16. Proc^dd de preparation d'exopolysaccharide bactSrien, 
notamment de gomme xanthane, caractdrisd en ce que Ton cultive une souche 
bact^rienne, le cas SchSant. du genre Xanthomonas, de pr^fSrence I'espdce 
Xanthomonas campestris selon Tune quelconque des revendications 1 & 13, 
dans des conditions permettant la production d'exopolysaccliaride dans le 
milieu de fermentation. 

17. Sequence nucliSotidique SEQ ID n° 3. 

18. Sequence nucl^otidique SEQ ID n" 6. 



19. Sequence nucl^otidique SEQ ID n°7. 
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SEQroN*»l : 
XcC2.3 

AAATTCGTCAAGGGTGATGC 

SEQ ID N''2 ; 
XcC2.4 

GTTCCACCTGGTCGACAAGC 
SEQ ID N°3 : 

HrpC2 de pBCAT91 (1 188 bp) 

aaattcgtcaagggtgatgcgatcgccggcctggtgatcaccatggtcaacatcttggcx;ggcatcgtggtaggcgtgacctaccacgg 

catgagcgcgggcgaggccgccaaccgctngcgatcctgtcggtaggcgatgcgatggtgtcgcagatogcctcgctgctgatotcg 

gtggcggccggcgtcatgatcacccgcgtcgccaacgagaatgaaaccaagatcagctcgctcgggctogacatcggccgccagct 

caccagcaacgcacgtgccttgatggcagcgagtgtgctgctggcctgctttgcgttcgtgccgggatttccggcgctgctgttcctgct 

gctggcagcggcggtcggtgccgggggctatacgatctggcgcaagcaacgcgacaccagcgggagcgatcagcccgcactgcc 

atcaaccagccgcaaaggtgccaaaggcgatgcgccgcacatccgcaagagcgccccggatttcgcctcgcccttgtcgatgcggct 

ttcgccgcaactggctgcacggctcgacccggcgctgctggatcaggcgatcgaaagcgagcggaggcaattggtcgagctgctgg 

gattgccgttcccggggatcgcgatatggcagagcgaatccctgcagggcctgcagtacgaagtgttgatccacgatgtgccggaaac 

ccgcagcgcgttgagcgatacggcggacatgcagaaagcgctggcccaacaagccatcgcaccgttgcatgcacgcgcgcatctgtt 

cgtcggcatccaggagacgcagtggatgctggaacaggtgggcgcggactatcccgggctggttgcagaggtcaacaaggccatgc 

cagcccaacgcatcgccgatgtgttgcggcgactgctggaagaacgcatcccggtgcgcaacatcaagagcatcctggagagcctg 

gtggtgtggggaccgaaggaaaaggatctgctgatgctgaccgagtatgtgcgctgcgatctcggccgctatcttgcgcacaccgcga 

ccgcaggcaccggacagctgcctgcggtgatgctcgaccacgccgtggaacagttgatccggcagtcgattcgcgccacaccggcc 

ggcaatttcctggcgctgccaccggagcaggccaatcagcttgtcgaccaggtggaaa 

SEQIDN«'4:- 
XcvAlS 

GATCCAACAGCTGGACAACC 

SEQ ID N°5 : 
XcvAlS 

AACGGAATCTTCGACAGGCC 



SEQIDN^e: 
hipAl 

atggcatacgcctgtcctccagttcaccgccatcgacgcgcgccgttggccgctgccttgttgcttggcttgctgccgctgctgccgccg 

catgccaacgccgcgtcggtgccgtggcactcgcgcagcttcaaatacgttgccgaccgcaaggatctcaaggaggtgctgcgcgac 

ctgtccgccagccaatccatcaccacctggatttcaccggaggtgaccggcacgctcagtggcaaattcgaagccactccgcagaagt 

ttctcgacgatctatcgggcacgttcggttttgtctggtattacgatggctcggtgctcagaatctggggcgcgaacgagaccaagaatg 

cgaccttgagmgggcgctgcatcgacgagtgcgctgcgcgatgcgcttgcgcgcalgcggctggacgatccgcgctttccggt 

ttatgacgagacagcgcacctggcggtggtgtcgggcccgccgggttatgtggataccgtcgcggcgatcgccaagcaggtcgagc 

aggtcgcgcgccaacgcgacgccaccgaagtgcaggtgtttcagctgcattatgcgcaggcggccgaccacaccacccgcatcggt 

ggtcaagacatccaggtgccgggcatggccagcctgttgcgcaacatatacggcgtgcgtggcgcgcccactgcggcgctgcccgg 

gccaggcgcgaatttcgggcgtgtgcaaccgateggcggtggctcgtccaataccttcggcaacagcggtcagcgccagagtggcg 

gcagcggcattctcggmgcctgcgtcgtggttcggcgctgggtcgccgtccgagcgggtgccggtcagtccgccgttgccgggca 

gtggcaatagcgccaatgcgccggccagcgtgtggccggagatgagccaggccagacgcgatgcgccgctggcggtggacgccg 

gcagcggcggtgagctggcatccgacgcgccggtgatcgaagccgacccgcgcaccaacggcattctcattcgcgaccgccccga 

gcggatggccgcctatggcacgttgatccagcagctcgacaaccgtcccaagctgctgcagatcgatgccaccatcatcgagatccgc 

gacggcgccctgcaggatctcggcgtggactggcggttccacagccggcgtgtggatgtgcagaccggcgacgggcgtggtggcc 

agcttggctacgatggcagcttgagcggtgcagcagccgccggtgcagccgcgccgttgggcgggacgttgaccgctgtcctgggc 

gatgcagggcgttacctgatgacgcgcgtctcggcgctcgagcagaccaacaaggccaagatcgtctccaccccgcaggtggcgac 

gctggacaacgtggaagcggtgatggaccacaagcaacaggcattcgtgcgtgtcagcggttatgcatccgccgacctctacaaro 

tccgcgggtgtatcgctacgcgtattgccaagtgtggtgccggggtcgccaaatggtcagatgcgcctggatgtgcgtatcgaagacg 

ggcagttgggcgccaataccgtcgatggcattcccgtcatcacctccagcgagatcaccacgcaggccttcgtcaacgagggccaga 

gcctgctgatcgccggttatgcttccgacaccgatcagacagatctgaacaacgtccccgggctgtccaggattccattggtcggcaac 

ctgttcaagcatcgccagcagagcgggtcgcggttgcagcggttgttectgctgaccccgcatatcgtetcgccctga 



sequence n**7 : 
hrp B5 

atgcgtctttggctgaggtccacaccggaagcggtcggccttgactgcgaggtcatcccacgcgaggcattggcctgtgtgctggaact 

ggacgcagcgggtgcacaggtgcacgcgcgttgcgcgcaggcgctggcggacgcccagacgcgtgcgcaggcgctgctcgacg 

ctgcccaacggcaggccgaggccatccttcaggatgcccacgacagggccgagcgcagtgcacgcctgggctatgccgccgggct 

gcgccgtcagctcgacgcgtggaacgagcgcggcgtgcggcatgccttcgcggcccaggacgccgcacggcgcgcccgcgagc 

gcctggccgagatcgtcgcgcacgcctgcgagcaggttctgcacgggcacgatcctgcggcgctg^acgcgc^^ 

gctggacggcgccctggacgaggcgaacgccctgcaggtgagcgtgcatcccgatgcgctggacgatgcacggcgcgTC^ 

gcggccgcagcggccggcggatggagcatgccggtggaactgtgcggtgatacgactctggccttgggligcctgc^ 

ggataccggcgtgttcgagaccgatctgcgtgatcagctgcgcagtctccggcgcgtcattcgccgcgtgtt 

ggtgccggatgcttgctga n-r- - 
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1 . Souche de depart 

La souche RPA-BIOCAT826 est issue de la collection de Rhodia 
Chimie (Usine de Melle. RTAM) et a s^lectionnde pour son aspect 
morphologique blanc au lieu de I'habituel aspect jaune. Les souches RPA- 
BiOCATI 016. 1017. 1019 et 1021 ont St§ d6pos§es d la CBS sous les 
num6ros respectifs CBS 101940. CBS 101941, CBS 101942. CBS 101943 et 
CBS 101944. 

2. Milieu de culture MSX 

Le milieu MSX employ^ pour la culture des Xanthomonas 
contient : 0.2 g/1 d'extrait de levure; 1 ,2 g/l de NH4NO3; 7.3 g/l de K2HPO4 ; 0,25 
gn de MgS04, 7H2O; 1 g/l de glucose et 15 g/l de Bacto-Agar pour le milieu 
g6los6 ; 10 g/l de glucose pour le milieu iiquide. Le sulfate de magnesium et 
le glucose sont st6rilis6s d part et ajout^s extemporan6ment. Le pH du milieu 
est §qunibr6 d pH 7,2 avant sterilisation avec de I'acide siul^irique dilud d 10 %. 

Les preparation d'ADN genomique ont ete i^aiisees d partir de 
jeunes cultures liquides en MSX (OD660 inf6rieure d 0,4). Apr§s centrifugation 
de .40 ml de culture, le culot ce|lulaire est repris dans 1 1 ,9 ml de tampon TE 
(Current Protocolis in Molecular Biology. John Wiley and Sons, New York) et 
630 Ml de SDS 10 % (Sodium Dodecyl Sulfate) puis 63 pi de Proteinase K ^ 20 
mg/ml sont ajoutes. Apr6s incubation de 1 h ^ 37''C, 2.1 ml de NaCI 5M sont 
ajoutes, suivis par 1 ,7 ml de 10% CTAB dans une solution de NaCI 0,7M et le 
tout est incube 10 min k 65''C. Apr^s une premiere extraction avec un . volume 
equivalent d'un melange chloroforme/alcool isoamylique (24:1) suivie d'une 
deuxieme extraction, par un volume . equivalent d'un melange 
phenol/chlorofomne/aicool isoamylique (25:24:1), le sumageant est ajoute ^ 
0,6 volume d'isopropanol. Apr6s centrifugation (5 min a 10 000 tours/min), le 
culot obtenu est lave dans de I'eth'anol a 70% puis seche avant d'etre repris 
dans au moins 2 ml de TE auxquels est ajoute 25 pi d'une solution de RNAse 
^ 5 mg/ml. Apres une incubation de 1 h ^ 37''C, une extraction au 
phenol/chioroforme/alcool isoamylique est realisee et I'ADN du sumageant est 
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REVENDiCATIONS 

1. Souche bact§rienne ayant perdu le carabtere phytopathogene 
par Inactlvation d'au moins un gene de virulence et ayant conserv6 la capaclte 
de production d'exopolysaccharlde. 

2. Souche bact^rienne selon la revendlcation 1 , caract6ris6e en 
ce qu'elle a 6t6 rendue stablement non phytopathog6ne par inactivatlon d'au 
moins un gene, avantageusement au moins deux gdnes. de pr§f6rence au 
moins trois g^nes du groupe de g^nes hrp ou hrc. . 

3. Souclie bacterienne selon la revendlcation 1 ou ia 
revendlcation 2, caracteris6e en ce qu'elle a §t6 rendue stablement non 
phytopathogene par inactivation de 5 S 9 gdnes du groupe de genes hrp ou 
hrc. 

4. Souche bacterienne selon la revendlcation 1, caract6risee en 
ce qu'll s'agit d'une souche Xanthomonas ayant perdu le caract^re 
phytopathogdne par inactivation d'au moins un gdne de vimlence et ayant 
consents la capacity de production d'exopolysaccharlde. 

5. Souche Xanthomonas selon la revendlcation 4, caract6ris6e en 
ce qu'elle est de I'espece Xanthomonas campestris. 

6. Souche Xanthomonas selon la revendlcation 5, caract6risee en 
ce qu'il s'agit de Xanthomonas campestris pv campestris. 

7. Souche Xanthomonas selon Tune quelconque des 
revendications pr^cedentes, caract6ris§e en ce que Tinactivation du ou 
desdit(s) gene(s) est obtenue par deletion d'une region d'ADN d'au moins 1 l<b, 
de preference au moins 3 kb, avantageusement au moins 5 kb dans le groupe 
de genes hrp ou hrc, et en ce qu'elle conserve la capacite de produire de 
I'exopolysaccharide. 
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8. Souche Xanthomonas selon Tune, quelconque des 
revendicatlons precedentes, caract6ris6e en ce qu'elle comprend une d^l§tion 
d'une region d'ADN d'au plus 40 kb. ^ 

5 

9. Souche Xanthomonas selon la revendication 8. caract^ris^e en 
ce qu'elle est obtenue par d^l^tion de tout ou partie des g&nes hrp A1 d hrpC2. 

10. Souche Xanthomonas essentiellement non phytopathogene, 
10 caracterisee en ce qu'elle comprend une deletion d'une region d'ADN d'au 

moins 1 kb, de preference au moins 3 kb, avantageusement au moins 5 kb 
dans le groupe de genes hrp ou hrc, et en ce qu'elle conserve la capacite de 
produire de Texopolysaccharide. 

15 11. Souche Xanf/}omonas essentiellement non phytopathogene, 

caracterisee en ce qu'elle est obtenue par deletion de tout ou partie des genes 
hrpA1'C2. 

12. Souches Xanthomonas campestris essentiellement non 
20 phytopathogenes choisies parmi les souches BIOCAT 1016, BIOCAT 1017, 
BIOCAT 1019, BIOCAT 1021 et BIOCAT 1022, depos6es a la CBS 
respectivement sous les numeros CBS 101940. CBS 101941. CBS 101942, 
CBS 101943 et CBS 101944. 

25 13, Souche Xanthomonas selon Tune des revendications 4 e 13, 

caracterisee en ce que rexopoiysaccharide est une gomme xanthane. 

14. Plasmide pRPA-BCAT 140 utilise pour la fabrication de la 
souche selon les revendications 9 e 13. 

30 

15. Procede de preparation d'une souche selon I'une quelconque 
des revendications 7 ^ 13, caracterise en ce qu'elle est obtenue par 
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recombinaison homologue avec un plasmide comprenant une cl6l6tion de tout 
ou partie des genes hrp ou hrc. 

16. Procede de preparation d'exopolysaccharide bact^rien, 
5 notamment de gomme xanthane, caract6ris6 en ce que I'on cultive une souche 
bact^rienne, le cas 6ch§ant du genre Xanthomonas, de prSf^rence Tesp^ce 
Xanthomonas campestris selon I'une quelconque des revendications 1 a 13, 
dans des conditions permettant la production d'exopolysaccharide dans le 
milieu de fermentation. 

10' 

17- Acide nucleique caracteris6 en ce qu'il comprend la sequence 
nucleotidique SEQ ID n*' 3. 

18. Acide nucleique caracterise en ce qu'ii comprend ia sequence 
15 nucleotidique SEQ ID n** 6. . 

19. Acide nucleique caract^risS eh ce qu'il comprend la sequence 
nucleotidique SEQ ID n**?. 
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